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摘要  目的 分析新城疫病毒株 F48E9 对 CT26 小鼠结肠癌的体内外肿瘤杀伤作用和 F48E9 静脉注射 BLAB/c 小鼠的
安全性数据，评估新城疫强毒株 F48E9 用于溶瘤治疗的潜力，为后续基于强毒株 F48E9 进行基因组改造提供科学依
据。 方法 利用 CCK-8 试剂盒分析 F48E9 对 CT26 肿瘤细胞的体外杀伤效果，通过瘤内注射病毒评价 F48E9 对 CT26
荷瘤小鼠的溶瘤治疗效果，以及通过尾静脉注射病毒评估 F48E9 对健康 BALB/c 小鼠的潜在毒副作用。 结果 MOI 为
0.1 的 F48E9 对 CT26 细胞生长可表现出明显的抑制作用，随着 MOI 的升高，F48E9 对细胞生长的抑制作用明显增
强；0.1 mL 浓度为 2×107 pfu/mL 的 F48E9 对 BALB/c 小鼠 CT26 皮下移植瘤的生长有显著抑制作用，治疗组的平均生
存期为 38.4 d，未治疗组的平均生存期为 15.2 d；免疫组化分析显示 F48E9 对 CT26 小鼠移植瘤细胞的增殖有明显抑
制作用；F48E9 尾静脉注射正常 BALB/c 小鼠的安全性评估实验显示，该毒株对小鼠无明显副作用。结论  新城疫强
毒株 F48E9 对 CT26 小鼠结直肠癌有较好的溶瘤治疗潜力，可作为候选病毒株通过后续的反向遗传学改造建立更安全
有效的溶瘤病毒株，为肿瘤研究与治疗提供新手段。  
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Abstract  To evaluate the potential of Newcastle disease virulent strain F48E9 for oncolytic treatment and make a found ation 
of genetic modification for Newcastle disease virus F48E9 strain, the inhibitory effect of F48E9 strain on CT26 colon cancer 
cells was tested by CCk-8 kit in vitro and oncolytic effect of F48E9 strain on CT26 tumor-bearing mice in vivo was evaluated 
by intratumoral injection of F48E9 virus, the side effects of F48E9 strain on 6-week BALB/c mice was also evaluated by 
Intravenous injection of 2×107 pfu virus. The results showed that F48E9 at a MOI of 0.1 showed an obvious inhibition on the 
growth of CT26 cells. With the increase of MOI, its inhibitory effect on cell growth was significantly enhanced; the growth o f 
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CT26 murine tumor subcutaneously transplanted in BALB/c mice was significantly inhibited by 0.1 mL F48E9 strain at 2×10 7 
pfu/mL. The average survival time of the virus-treated group was 38.4 d, and PBS-treated group was 15.2 days. 
Immunohistochemical experiment showed that F48E9 significantly inhibited the proliferation of CT26 cells of transplanted 
tumor in mice; safety evaluation of F48E9 strain by tail vein injection in normal BALB/c mice showed that the strain had no 
obvious side effects. The results showed that Newcastle disease virus F48E9 strain had a good therapeutic effect on CT26 
colorectal cancer in vitro and in vivo and was safety on BALB/c mice. Newcastle disease virulent strain F48E9 has a good 
oncolytic potential for CT26 mouse colorectal cancer, and can be used as a candidate virus strain to establish a safer and more 
effective oncolytic virus strain through subsequent reverse genetic modification, for tumor research and treatment.  
Key words  Newcastle disease virus (NDV); colon cancer; oncolytic therapy; safety evaluation  
根据国家癌症中心发布的《2017 中国癌症报告》显示：与 2012 年相比，我国 2013 年癌症新发












NDV 是一种单链负义 RNA 病毒，属于副粘病毒科，主要感染禽类，偶见患者感染事件，引起结
膜炎[9]和温和的流感症状等[10]。从 20 世纪 60 年代至今，已有 73-T、MTH-68、PV701、HUJ、La 
Sota 等多个 NDV 减毒株或弱毒株开展了一期和二期药物临床试验[6, 11-13]，但都没有进入三期临床试
验阶段，提示现有的 NDV 弱毒株或减毒株的治疗效果可能不够好，因此，有必要开发疗效更好的
NDV 溶瘤病毒株。胡立华 [14]等比较了 NDV 强毒株 F48E9 和 NDV 弱毒株 LaSota 对大肠癌细胞
LS1747 的体外杀伤效果，提示 F48E9 可能具备溶瘤治疗潜能，但该研究未在动物水平上评估 F48E9
溶瘤抑制效果和治疗安全性。因此，本研究拟以 CT26 小鼠结肠癌为模型，深入研究 NDV 强毒株
F48E9 对 CT26 肿瘤细胞和 CT26 小鼠皮下移植瘤的体内外抑制作用，并通过静脉注射小鼠评价
F48E9 的体内治疗安全性，从而确定 NDV 强毒株 F48E9 是否可作为候选病毒株进行后续的反向遗传
学改造，为最终建立高效安全的 NDV 溶瘤病毒株奠定基础。 
1.材料与方法 
1.1 病毒、细胞及实验动物 
新城疫病毒株 F48E9 为中国农业大学王晓佳教授馈赠；结肠癌 CT26 细胞购自 ATCC（#ATCC® 
CRL-2638™）；BALB/c 小鼠（6-8 周龄）购自上海斯莱克实验动物有限公司（#003）。 
1.2 实验试剂与耗材 
细胞活力检测 CCK-8 试剂盒购自碧云天公司（#C0040）；细胞增殖多克隆抗体 Ki-67 购自
NOVUS 公司（# NB110-89717）；即用型免疫组化试剂盒 UltraSenitive TM SP 购自福州迈新公司
（#KIT9720），内含内源性氧化物阻断试剂、正常动物免疫血清（羊）、生物素标记的第二抗体及链
霉素抗生物素蛋白-过氧化物酶；DAB 显色试剂盒购自福州迈新公司（#DAB-0031）；苏木精染色液
购 自 SIGMA-ALDRICH 公 司 （ # HHS16 ） ； 醇 溶 伊 红 染 色 液 购 自 SIGMA-ALDRICH 公 司
（#HT110116）。 
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1.3 方法 
1.3.1 F48E9 的培养、滴定 
培养 Vero 细胞，当细胞处于对数生长期并且状态良好时，消化细胞，使用细胞计数仪计数，并
将 3×106 个 Vero 细胞铺在 10 cm 细胞培养板中，放置在 37℃，5% CO2 的恒温培养箱中培养。培养
72 h 等到细胞完全覆盖细胞板时取其中一板进行消化计数并记录。使用无血清 DMEM 培养基稀释
F48E9 病毒液，再按照 MOI=0.1（病毒数/细胞数，MOI）感染 Vero 细胞，放置在温箱中培养。培养
过程中每 15 min 摇晃一次，孵育 75 min 使病毒充分吸附在细胞上，之后弃去残余的病毒液并加入 10 
mL 含 2%血清的维持液，放入培养箱中培养。培养 48 h 后收取细胞，反复冻融裂解细胞三次，然后
使用 3000 r/min 离心细胞裂解物 15 min，除去细胞碎片，分装上清液至病毒冻存管中并进行空斑形成
实验滴定病毒的滴度，空斑实验方法参见文献[15]，保存在-80 ℃超低温冰箱中。 
对生产的病毒进行免疫荧光实验，进一步证明 F48E9 感染细胞的活性。消化 Vero 细胞，然后铺
板至 24 孔板中，每孔 2×105 个细胞。细胞贴壁生长，覆盖 80%~90%培养孔时，进行免疫荧光实验。
一抗为本实验制备的 F48E9 株 NP 蛋白小鼠单克隆抗体 4E7，二抗为 TRITC 标记的羊抗鼠荧光二抗，
DAPI 染细胞核[16]。使用荧光显微镜进行拍照并分析。 
1.3.2 F48E9 对 CT26 细胞的体外感染抑制实验 
胰酶消化 CT26 细胞，按每孔 0.1 mL 浓度为 2×105 个细胞铺至 96 孔板中；稀释 F48E9 病毒，分
别按 MOI=10、1、0.1、0.01 感染铺板 12h 后的 CT26 细胞，每个病毒浓度梯度设置 3 孔重复；在感
染 72 h 后用 CCK-8 试剂盒检测细胞活力的变化，实验操作方法参照试剂盒说明书。 
1.3.3 F48E9 对 CT26 细胞小鼠皮下移植肿瘤的体内抑制实验 
培养 CT26 细胞，消化制备成浓度为 5×107 个/ mL 的细胞悬液，接种于 16 只 6 周龄 BALB/c 雌鼠
右侧背部皮下，每只小鼠接种 0.1 mL 细胞，接种数量是 5×106 个细胞；接种后持续监测皮下肿瘤的
生长状态并测量肿瘤的大小，在接种约十天后挑选 10 只肿瘤大小均一且体积达到 80~100 mm3 的小鼠
进行溶瘤治疗，随机分成两组，每组 5 只；治疗实验组小鼠经瘤内注射 0.1 mL 浓度为 2×107 pfu 的
F48E9，未治疗对照组小鼠经瘤内注射 0.1 mL PBS 缓冲液，每隔一天注射 1 针，共注射 5 针。每天使
用数字游标卡尺测量肿瘤的尺径和观察小鼠的生存情况，肿瘤体积计算公式为 V=ab2/2 (a 为长径，b
为短径)，当小鼠皮下肿瘤任一边长的直径大于 18 mm 时出于动物伦理考虑判定为死亡，并实施安乐
死[17]。 
1.3.4 F48E9 溶瘤治疗 CT26 皮下瘤的免疫组化分析 
按照上述方法构建 CT26 细胞皮下移植瘤，选取 8 只肿瘤体积为 80~100 mm3 的小鼠随机分成两
组，每组 4 只；实验组为瘤内注射 0.1 mL 浓度为 2×107 pfu 的 F48E9 毒株，对照组为瘤内注射 0.1 
mL PBS 缓冲液，每 2d 注射 1 针病毒液，共注射 3 针；第 3 针注射 2d 后对全部 8 只小鼠实施安乐
死，取出肿瘤组织进行组织化学染色[18]。组织脱蜡复水后，山羊血清封闭 1 h；一抗为商品化的兔多
抗 Ki-67 抗体和 PBS 对照，4 度孵育过夜，PBS 洗 3 次；生物素标记的羊抗兔二抗常温孵育 10 min，
PBS 洗 3 次；过氧化物酶标记的链霉素抗生物素蛋白三抗常温孵育 10 min，PBS 洗 3 次；DAB 显色
液显色 30 s，去离子水终止显色反应。使用奥林巴斯正置荧光显微镜(BX51)和 cellSens Standard 软件
进行拍照并分析组织化学染色结果。 
1.3.5 F48E9 的小鼠体内安全性分析 
取 20 只 6 周龄 BALB/c 雌鼠随机分成 2 组，每组 10 只，称量其体重；随后进行小鼠尾静脉攻
毒，实验组的每只小鼠经尾静脉注射 1 mL 浓度为 2×107 pfu 的 F48E9 病毒，对照组为 1 mL PBS 缓
冲液，每 2 d 进行 1 次尾静脉注射，共 3 针；第 3 针注射 2d 后从实验组和对照组中各取 4 只小鼠实
施安乐死，取出主要器官进行苏木素-伊红染色，其余小鼠每 4d 称量 1 次体重并观察小鼠的活动状
态。取浸泡后的小鼠主要器官进行包埋脱蜡复水，苏木素染色液染色，脾脏 1 min，肾脏 2 min，肝脏
8 min，肺组织 10 min。染色结束后，去离子水清洗三遍。盐酸酒精分化 4 s，迅速用去离子水终止分
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化，去离子水清洗三遍，去离子水返蓝 45 min。伊红染色 1 min，去离子水终止染色。使用奥林巴斯
正置荧光显微镜(BX51)和 cellSens Standard 软件进行拍照并分析组织化学染色结果。 
1.3.6 统计与分析 
对于两组数据之间的比较，采用 t 检验进行统计分析；对于两组以上的数据采用方差分析进行显
著性评估。当 P<0.05 时，表示统计结果具有显著性差异。 
2.结果 
2.1 F48E9 株的培养和滴定 
用 Vero 细胞株培养扩增 F48E9，收获的病毒液分装保存于-80℃超低温冰箱中，经空斑形成试验
法滴定，滴度为 2×107 pfu/mL。F48E9 感染 Vero 细胞后可以形成肉眼可见的明显病毒空斑（图
1.A），免疫荧光试验显示用 F48E9 的 NP 特异性单抗能在感染 F48E9 的细胞中检测到荧光信号（图
1.B），表明病毒株 F48E9 在 Vero 细胞中得到特异性扩增。 
 
图 1 新城疫病毒株 F48E9 的培养和滴定 
空斑实验（A）和免疫荧光实验（B） 
Fig. 1 Culture and titration of Newcastle disease virus F48E9 strain 
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2.2 F48E9 对 CT26 结肠癌细胞的生长抑制作用 
F48E9 株感染 CT26 细胞 72 h 后，使用 CCK-8 法测定细胞活力水平。结果显示，当 MOI=10、
1、0.1、0.01 时，CT26 细胞的活力分别为 44.6%、53.8%、84.9%、96.2%，说明新城疫病毒 F48E9 株
能够有效抑制 CT26 细胞的生长，其抑制效果与病毒的感染剂量成正相关，即感染病毒的 MOI 越高，
对 CT26 细胞活力的抑制越明显。（图 2）。 
 
图 2 新城疫病毒株 F48E9 对 CT26 结肠癌细胞的生长抑制作用 
(****P<0.0001，* P <0.05，no. P >0.05) 
Fig. 2 Inhibitory effects of Newcastle disease virus F48E9 strain on the growth of CT26 cells   
(****P<0.0001, *P <0.05, no. P >0.05) 
2.3 F48E9 对 CT26 细胞小鼠皮下移植瘤的生长抑制作用 
在免疫功能正常的 BALB/c 小鼠皮下接种 CT26 细胞，等肿瘤生长至体积为 80~100 mm3 时，实
验组小鼠经瘤内注射 F48E9 病毒液，对照组小鼠注射 PBS 缓冲液，持续监测肿瘤的生长和小鼠生存
情况。结果显示，实验组小鼠的皮下肿瘤始终处于抑制状态，其肿瘤体积远远小于 PBS 对照组(图
3.A，B)；同时，病毒实验组小鼠的中位生存期为 38 d，平均总生存期为 38.4 d，PBS 对照组的中位








图 3 新城疫病毒株 F48E9 对 CT26 结肠癌细胞的小鼠皮下移植瘤的生长抑制作用 
小鼠肿瘤体积的增长值（A）及其平均值（B），荷瘤小鼠生存率，P<0.01（C），治疗 17 天后的肿瘤大小图像（D）。PBS 组为对
照组。 
Fig. 3 Inhibitory effects of Newcastle disease virus strain F48E9 on the transplanted tumors in BALB/c mice  
The change of tumor volume (A) and its mean value (B), the mice survival, P<0.01 (C), the images of transplanted mice after being treated 
for 17 days (D). PBS group as a control. 
2.4 F48E9 可抑制 CT26 荷瘤小鼠内肿瘤细胞的增殖 
为进一步确定 F48E9 是否通过抑制肿瘤细胞的增殖来抑制小鼠皮下移植瘤的生长，取 CT26 荷瘤
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肿瘤组织进行免疫组织化学分析，观察细胞增殖标记物 Ki-67 蛋白的表达情况，对照组注射 PBS 缓冲
液。Ki-67 蛋白是一种核定位蛋白，只表达于细胞分裂期，Ki-67 的过表达与细胞快速增殖密切相关。
免疫组化分析结果显示，注射 F48E9 的小鼠皮下肿瘤细胞呈 Ki-67 阳性的细胞数明显少于注射 PBS
的对照组小鼠（图 4），提示新城疫病毒株 F48E9 可能通过抑制小鼠肿瘤细胞的增殖来抑制小鼠皮下
肿瘤的生长。 
 
图 4 新城疫病毒株 F48E9 抑制 CT26 肿瘤细胞的增殖 
PBS 对照组 Ki-67 蛋白呈阳性的细胞数明显高于 F48E9 治疗组。标尺=20μm。 
Fig. 4 F48E9 strain can inhibit the proliferation of CT26 tumor cells from transplanted mice 
The number of Ki-67 positive cells was obvious higher in PBS group than in F48E9 group. Bar=20  μm. 
2.5 新城疫病毒 F48E9 的安全性评估 
为评估新城疫病毒 F48E9 的治疗安全性，取 F48E9 对健康 BALB/c 小鼠进行尾静脉注射(n=10)。
注射三针病毒后，实验组和对照组各取 4 只小鼠进行安乐死处理，然后取主要脏器进行苏木素-伊红
染色，观察注射 F48E9 病毒是否会引起小鼠器官损伤，对其余每组各 6 只小鼠持续监测其体重并观察
动物活动状态。结果显示，接种 F48E9 病毒的小鼠活动正常，其饮食、毛色等没有出现异常情况；体
重监测数据表明，病毒接种组与 PBS 接种组的小鼠体重未见明显差别，都没有明显的下降或波动
（图 5.A），存活率都是 100%（图 5.B）；苏木素-伊红染色表明，病毒接种组和 PBS 接种组的染色细






图 5 新城疫病毒株 F48E9 的治疗安全性评价 
病毒处理组和 PBS 对照组的小鼠体重没有明显的差异，都没有下降或者波动的现象（A），实验组和对照组的小鼠存活率均为
100%（B），苏木素-伊红染色表明实验组和对照组小鼠的主要器官都没有损伤（C）。标尺=50 μm。 
Fig. 5 Safety evaluation of Newcastle disease virus strain F48E9 in BALB/c mice 
There was no significant difference in body weight between the virus-treated group and the PBS control group (A), the survival of the mice 
in the experimental group and the control group was 100% (B), hematoxylin-eosin staining indicated there were no injuries in the major 
organs of the mice in the experiment group or the control group (C). Bar=50 μm. 
3.讨论 
本文研究新城疫病毒强毒株 F48E9 对小鼠结肠癌 CT26 肿瘤细胞的体内外生长抑制作用并评价其
在小鼠体内的安全性。结果显示强毒株 F48E9 在体外能显著抑制 CT26 细胞的生长，在小鼠体内能通
过抑制肿瘤细胞的增殖来抑制肿瘤的生长；而且 F48E9 对 BALB/c 小鼠的治疗具有良好的安全性，尾
静脉注射病毒未对小鼠造成明显的副作用。 
新城疫病毒株 F48E9 作为国内标准强毒株，国内对 F48E9 的研究主要集中于禽类疫苗以及
F48E9 的生物学特性等，罕见其用于溶瘤治疗的研究报道。胡立华[14]等比较了强毒株 F48E9 和弱毒
株 LaSota 对大肠癌细胞 LS1747 的体外杀伤效果，但是没有进行体内评价实验，本研究将 F48E9 应用
于 CT26 细胞 BALB/c 小鼠移植瘤模型的治疗研究，对 F48E9 的肿瘤治疗潜能有更全面的认识。国外
也有利用 NDV 治疗 CT26 小鼠抑制瘤的研究报道，García-Sastre[17]等把由弱毒株 NDV-B1 株改造 F
蛋白裂解位点而得到的 rNDV-F3aa 用于接种在 BALB/c 小鼠 CT26 肿瘤的治疗，小鼠中位生存期由
PBS 对照组的 13 d 延长到实验组的 23 d。本研究使用的 F48E9 溶瘤株可以将小鼠中位生存期由 14 d
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还需进行更多的后续研究，如应用更多种类的肿瘤细胞系进行体内外治疗潜能评价，应用人源结肠癌
裸鼠模型进行肿瘤治疗评价，评估 F48E9 与 PD-1、CTLA-4 与 CD47 等肿瘤抗体联用的治疗效果[19, 
20]。 
在溶瘤治疗研究中，给药治疗起始节点的早与晚对肿瘤治疗效果影响十分明显。本研究中选取的
是接种约 10 d，肿瘤体积较大（80~100 mm3）的小鼠进行治疗，而其他 NDV 溶瘤研究中选取的肿瘤
体积较小，多为 50 mm3 以内[17, 19]。尽管如此，本研究中 F48E9 对大肿瘤依然表现出很好治疗作用，




关于 NDV 的溶瘤治疗机制研究，我们以细胞周期蛋白 Ki-67 作为细胞增殖标记物[22]，通过组织
化学染色分析了 F48E9 病毒处理组肿瘤组织中 Ki-67 蛋白的表达情况，证明 Ki-67 蛋白阳性细胞数明
显少于 PBS 对照组，提示 F48E9 抑制细胞增殖可能是其发挥抗肿瘤的机制之一。有研究还报道了其
他新城疫病毒株的溶瘤治疗机制，如 Adam Vigil[23]等通过比较新城疫溶瘤毒株对接种于裸鼠和
BALB/c 小鼠 CT26 肿瘤的治疗效果，证明新城疫毒株对 CT26 肿瘤的治疗依赖于 T 淋巴细胞，又如
Hong Sui [24]等使用新城疫毒株 NDV-D90 治疗接种于裸鼠的人源胃癌细胞，证明 NDV-D90 可能通过
下调 VGEF-A 和 MMP-2 来抑制肿瘤血管的生成，进而抑制肿瘤的生长。因此，后续工作还需进一步
系统地研究 F48E9 的溶瘤治疗机制。 
新城疫病毒弱毒株作为一种安全的溶瘤制剂或者肿瘤疫苗载体，已得到广泛的认可，而对于新城
疫病毒强度株是否适合应用于肿瘤治疗依然存在争议，考虑的主要是强毒株的安全性。本研究通过小
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